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4. PROTEÓMICA CUANTITATIVA
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/DFXDQWL¿FDFLyQGHSpSWLGRV\SURWHtQDVHVWiDG-
quiriendo cada vez una mayor importancia en proteó-
mica. A medida que se van descubriendo potenciales 
FDQGLGDWRVDELRPDUFDGRUHVVXFRQ¿UPDFLyQ\YDOLGD-
ción -cada vez más- requiere herramientas analíticas 
FDSDFHVGHFXDQWL¿FDUGHFHQDVFHQWHQDVGHSpSWLGRV
concretos, en un gran número de muestras con muy 
elevada sensibilidad y reducido tiempo de análisis. 
La nano-cromatografía líquida acoplada a espectro-
metría de masas con la tecnología de triple cuadru-
polo (nano-LC/MS-QQQ) en su modalidad de MRM 
(“Multiple Reaction Monitoring”) proporciona hoy 
en día la mayor sensibilidad, robutez y selectividad 
SDUDODFXDQWL¿FDFLyQGH³FRPSXHVWRVGLDQD´³WDUJHW
compounds”) en muestras complejas. La modalidad 
MRM también ofrece una alta precisión y un tiempo 
GHFLFORPX\UiSLGRSDUDSRGHUFXDQWL¿FDUKDVWDXQRV
pocos miles de péptidos en un solo análisis. Todo ello 
la convierte en la tecnología ideal para aplicaciones 
cuantitativas y especialmente para la validación de 
marcadores biológicos con alto rendimiento. 
Retos analíticos: elevada sensibilidad
Comparando equipos de igual gama, los QqQ en 
MRM son capaces de proporcionar sensibilidades del 
orden de 20 veces mejores que otros sistemas de MS/
MS que siempre proporcionan el espectro completo. 
&RQ4T4VHSXHGHQOOHJDUDFXDQWL¿FDUGHVGHQLYHOHV
muy bajos de atomoles con buena repetibilidad (Fi-
gura 1). Su mayor sensibilidad se debe a:
1º La total focalización de la detección por MRM 
en sólo los iones precursores y producto de inte-
rés (estos se irán programando en el tiempo).
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2º Al efectuar MS/MS en el espacio, la sensibili-
dad del proceso de detección en un QqQ no se 
ve reducida por la coelución con otros péptidos 
mayoritarios. Con respecto a sistemas basados 
HQUHDOL]DU0606HQHOWLHPSRFRQ¿QDPLHQWR
atrapado temporal de los iones en un espacio), 
los QqQ proporcionan una mayor y más robusta 
sensibilidad - menos “entorno dependiente”- 
pues ésta sólo se ve afectada por cambios en la 
respuesta debida a interacciones en el proceso de 
ionización de péptidos coeluyentes. En sistemas 
EDVDGRVHQHOFRQ¿QDPLHQWRGH LRQHVDGHPiV
es habitual perder sensibilidad en la detección 
de péptidos minoritarios cuando éstos coeluyen 
con otros de mayoritarios o contaminantes del 
sistema; éstos generan una saturación de cargas 
en el espacio de atrapado de los iones que redu-
ce la sensibilidad (por reducción en el tiempo de 
acumulación o cambio en la m/z medida).
'HVGHHOSXQWRGHYLVWDFURPDWRJUi¿FRORVVLV-
temas basados en nano-cromatografía (como p.e. el 
sistema HPLC-Chip/MS) [1] serán los que mayor 
sensibilidad proporcionen. Una buena cromatografía 
será también importante para minimizar las posibles 
supresiones en la ionización, y reducir así efectos 
adversos de la matriz de la muestra o coeluciones 
con péptidos mayoritarios. Otra posibilidad es la de 
utilizar sistemas de preconcentración selectiva del 
tipo de péptidos de interés; destaca el nuevo HPLC/
Fosfo-Chip [2-3] que incluye una precolumna de 
óxido de titanio y permite automatizar la precon-
centración selectiva de los péptidos fosforilados y 
su análisis por separado del resto de péptidos no 
fosforilados (que suelen estar presentes a concen-
traciones mucho más elevadas). 
3527(Ï0,&$1Ò0(52)(%5(52 95
Desde el punto de vista de preparación de mues-
WUDVXDGHFXDGDVLPSOL¿FDFLyQD\XGDDPHMRUDUPX\
considerablemente la sensibilidad. Eliminar proteínas 
mayoritarias [4], fraccionar las proteínas o péptidos 
por pI (Offgel Electroforesis) [5], por cromatografía 
(mRP-C18, SCX,..) o con los tradicionales geles son 
herramientas todas ellas muy útiles. Eliminar las 14 
proteínas mayoritarias~94% proteína total (Hu-14 
Column) y luego fraccionar la fracción de proteínas 
minoritarias por pI con un sistema de Offgel Electro-
foresis, que permite recoger directamente la muestra 
en solución líquida (compatible con LC/MS) con 
elevada resolución (hasta 0,1 unidades pI), es muy 
útil para separar isoformas y facilitar el estudio de 
PRGL¿FDFLRQHVSRVWWUDGXFFLRQDOHV
Retos Analíticos: Rapidez
La elevada variabilidad de los sistemas bioló-
gicos conlleva tener que evaluar un elevado nº de 
individuos de cada una de las poblaciones sujetas a 
estudio, que exigirá el uso de métodos optimizados 
SDUDXQDQiOLVLVUiSLGRUREXVWR\FRQVX¿FLHQWHVHQ-
sibilidad de los péptidos de interés. Para ello convie-
ne disponer de sistemas de nano-cromatografía rá-
pidos; capaces de proporcionar un mínimo volumen 
de retardo del gradiente, para evitar que el cambio 
de composición del eluyente tarde mucho tiempo 
(5-10min) en llegar a columna y retrase todo el 
cromatograma (primeros péptidos eluyendo al cabo 
de 10-15min). De los diversos tipos de sistemas de 
QDQRÀXMRORVEDVDGRVHQGLYLVLyQGHÀXMRVXHOHQVHU
los que proporcionan volúmenes de retardo del gra-
diente más pequeños (en algunos sólo unos pocos 
centenares de nL) y permiten análisis más rápidos.
Otro punto a considerar es la rapidez del detec-
WRU3DUDXQDEXHQDFXDQWL¿FDFLyQVHUHTXHULUiQXQRV
10-15 puntos de medida a lo largo del pico (mínimo 
HQIXQFLyQGHODQFKRGHOSLFRFURPDWRJUi¿-
FR\GHOQGHSpSWLGRVFRHOX\HQWHVDFXDQWL¿FDUVH
SRGUiGH¿QLUHOWLHPSRPi[LPRGHPRQLWRUL]DFLyQ
de cada transición. Los QqQ más rápidos permiten 
medir hasta +200 transiciones MRM distintas por 
segundo, unas 20 veces más rápido que el resto de 
sistemas MS/MS que, a lo sumo, suelen llegar a 
10 MS/MS por segundo y limitan el nº de péptidos 
FRHOX\HQWHVTXHVHSXHGHQFXDQWL¿FDU
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/D FXDQWL¿FDFLyQGH ODV GLIHUHQFLDV HQWUH GRV
RPiVHVWDGRV¿VLROyJLFRVGHXQVLVWHPDELROyJLFR
es una de las tareas más importantes y difíciles en 
proteómica.  En los últimos años se están desa-
UUROODQGRPpWRGRVGHFXDQWL¿FDFLyQEDVDGRVHQOD
espectrometría de masas como complemento a las 
técnicas más clásicas basadas en 2D PAGE. Los 
métodos más populares utilizan marcajes isotópicos 
diferenciales siendo uno de los más utilizados el 
sistema iTRAQ (Applied Biosystems).
Para obtener la máxima información de un experi-
mento iTRAQ es fundamental un adecuado diseño del 
mismo. Según el problema biológico que queramos 
abordar será necesario utilizar un número de replicas 
ELROyJLFDVVX¿FLHQWHSDUDGLVFHUQLUODVYDULDFLRQHVLQ-
trínsecas a la muestra [1; 2] de las debidas al problema 
biológico en estudio. En el caso de experimentos com-
plejos con elevado número de réplicas que impliquen 
varios experimentos iTRAQ será necesario introducir 
en todos los experimentos un estándar interno que 
permita posteriormente un análisis global de todas las 
muestras presentes en el estudio.
Preparación de la muestra
Una vez se dispone de un diseño experimental 
claro el primer paso es la preparación de las mues-
tras. En nuestra experiencia es mejor partir de la 
mayor cantidad de proteína recomendada para evitar 
/XFHV\VRPEUDVGHODFXDQWL¿FDFLyQFRQL75$4
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problemas debidos al exceso de reactivos, como la 
formación de precipitados y la obturación de los 
VLVWHPDVFURPDWRJUi¿FRV
Una vez elegidas y disponibles las muestras a 
analizar hemos de ponerlas en un medio adecuado 
para el análisis. En general, la precipitación es el 
método más usado en este paso. Para la elección del 
medio para redisolver las proteínas hay que tener en 
cuenta que sea compatible con los tratamientos de 
reducción, alquilación y digestión. Además, para 
el marcaje posterior ha de evitarse la presencia de 
aminos reactivos en el medio y de otros posibles 
QXFOHy¿ORVFRPRWLROHV&RQHVWDVUHVWULFFLRQHVHQ
ocasiones es difícil disolver la muestra, siendo ne-
cesaria una puesta a punto para cada tipo de extracto 
proteico. Tras disolver la muestra es necesario reali-
]DUXQDFXDQWL¿FDFLyQ¿DEOHGHODFDQWLGDGWRWDOGH
proteína presente en cada muestra.
Marcaje y separación de los péptidos
Las muestras marcadas diferencialmente se 
combinan y se elimina el exceso de reactivos y com-
puestos que podrían potencialmente interferir con la 
cromatografía líquida o el análisis de MSMS de los 
péptidos. En la mayoría de aplicaciones es necesa-
rio prefraccionar la mezcla de péptidos ya que las 
muestras suelen ser demasiado complejas para un 
único análisis LCMSMS.
